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Abstract 



The reagent for the determination of lipase activity in a solution consists of a solid matrix of an inert carrier 
which is soluble in an aqueous reaction solution and is impregnated with a triglyceride. The carrier is 
preferably impregnated with triolein; the carrier is. for example, a sugar. To prepare the reagent, at least one 
triglyceride is dissolved in a solvent. The resulting solution is then mixed with an appropriate amount of the 
inert carrier which is soluble in an aqueous reaction solution. Finally, the solvent is evaporated off so that a 
solid matrix of the carrier impregnated with the triglyceride remains. The lipase activity in a sample is 
determined by reacting the sample with an emulsion of a triglyceride in an aqueous reaction solution and 
measuring the rate at which the triglyceride is hydrolysed to soluble fragments. 
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La pres nt invention concerne xan proc6de pour deter- 
miner I'activite de la lipase d'un echantillon en faisant reagir 
I'echantillon avec iine Emulsion de triglyceride et nrx precede 
pour preparer le react if triglyceride utilise ponr former 
5 1' Emulsion. 

La lipase est vm enzyme produit par le pancreas. 
L' activity lipolytique dans le sang ou le serum sanguin est 
accrue par la pancreatite et d*autres maladies du pancreas. 
TJne mesure de I'activite de la lipase dans le sang ou le serum 

^0 sanguin est done un outil utile de diagnostic pour les m6decins. 

Un precede usual pour determiner 1' activity de la 
lypase est le precede turbidimetrique decril; par Shihabi et Bishop 
dans Clinical Chemistry , 'l?* pages 1-150-^153 (197i)» dans 
lequel une relation est Stabile entre la diminution du facteur 

15 d* absorption d'une Emulsion huile d*olive/eau et 1' activity de la 
lipase, L* huile d* olive est un melange de substances que I'on 
appelle collectivement triglyceride. Quand il est melange en solu- 
tion aqueuse, le triglyceride forme une Emulsion. La lumiere 
incidente a cette Emulsion est diffxis6e par les gouttelettes 

20 d' huile de sorte que tres peu de lumi&re se transmet k 

travers 1' emulsion. La lipase hydrolyse le triglyceride en 
fragments qui sont solubles dans le melange r6actionnel. A mesure 
que le triglyceride est bydrolyse, la diffusion de la lumiere 
par 1' emulsion est reduite et la transmission de la liamiere a 

25 travers le milieu est accrue. 

On pense couramment que la lipase attaque le trigly- 
ceride a 1' interface liquide-buile , de sorte que I'etat emulsionne 
du triglyceride est important pour la reaction. II est si impor- 
tant que les techniques courantes de fomation de 1" emulsion de 

30 triglyceride sont insuf f isantes , Les emulsions de triglyceride 
form^es dans un homogeneiseur, tel qu*vin m^langeur^ ou par un 
melange de solvant et de liquide aqueux, presentent \me stabilit6 
limitee (quatre a huit semaines). De plus» elles sont difficiles 
a preparer et en general manquent de reproductibilite. Ges de\2X 

35 insxzf f isances limitent I'utilite de ce precede dans des analyseurs 
automatises. 

La presente invention fournit un precede pour deter- 
miner I'activite de la lipase d*\m echantillon en faisant reagir 
I'ecbantillon avec une emulsion d'un triglyceride dans ime 
^-O solution aqueuse de reaction et en mesurant la vitesjs^ laqiio^le 
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le triglyceride est hydrolys6 en fragments solubles. On forme 
1* emulsion en utilisant comme rdactif triglyceride une matrice 
solide d'un excipient uniform6ment impr6gnee du triglyceride, 
I'excipient etant soluble dans la solution aqueuse de reaction, 
5 et en dissolvant la matrice solide pour libSrer le triglyceride, 
sous la forme d*une emulsion, dans la solution aqueuse de 
reaction • 

Dans le mode de mise en oeuvre pref ere du precede , 
I'excipient comprend du polyetbylene-glycol et un sucre ou im 
10 alcool de sucre comme du mannitol, de 1' inositol, du sorbitol, 
du maltose, du dextrose, du lactose, du dextrane et des m6langes 
de cetix-ci; et il est impregne de trioieine, I'un des principaux 
triglycerides . 

invention fournit aussi un precede pour preparer un 
15 reactif utilisable conjointement avec \me solution aqueuse de 

reaction poxir determiner I'activite de la lipase d'un ectiantillon, 
comprenant les etapes qui consistent a ; 

(a) former une solutiob. liquide d^au moins un tri- 
glyceride (par exemple de la trioieine) avec un solvent pour ce 

20 triglyceride; 

(b) melanger la solution liquide avec xine quantite 
predetermlnee d'un excipieiit qui est soluble dans la;js.olution 
aqueuse de reaction, le volume de solvant utilise pcjmv former 
la solution liquide etant choisi de mani^re k substantiellement 

25 saturer I'excipient; et 

(c) evaporer le solvant de maniere k laisser une 
matrice solide de I'excipient impregne du triglyceride, la quantite 
de triglyceride utilisee pour former la solutioli liqtaide etant 
choisie de maniere a donner la concentration desiree de triglyce- 

30 ride par rapport au poids de matrice solide. 

La premifere etai>e dans le precede de preparation du 
reactif triglyceride utilisable pour determiner I'activite 
de la lipase d'un ecbantillon, en particulier d'un 6chantillon 
de sang ou de serum sanguin, consiste Si dissoudre le triglyceride 

55 dans un solvant approprie. Le triglyceride est un substrat 

pour la lipase, Dans le passe, on a utilise de I'huile d' olive 
purifiee ou de la trioieine, I'un des triglycerides majeurs. 
Pour plus de commodite, la discussion ci-apres sera limitee 
au cas de la trioieine^ mais la lipase reagira avec n'importe 

40 quel triglyceride et ainsi on pent utiliser dans la preeente 
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invention n" import quel triglyceride ou n'importe qu lie combi- 
nalson de triglycerides, 

Le solvent utilise pour dissoudre le triglyceride 
dependra 6videmment du triglyceride claoisi, De nombreixx solvants 

5 pour triglyceride sont connus de 1'h.cinme de I'art. Les solvants 
utilises pour former le reactif triglyceride selon la presente 
invention doivent satisfaire a quatre criteres. II doit dissoudre 
le triglyceride particulier utilise, II ne doit pas dissoudre 
I'excipient particulier choisi. II doit s'6vaporer dans des 

10 conditions qui ne seront pas nuisibles pour le triglyceride ou I'ex- 
cipient. Enfin, il ne doit pas lisser de residu ou, au moins, il 
ne doit laisser qu'un residu inerte, c'est-a-dire un residu qui 
ne reagit pas avec 1* autre reactif utilise et n'est pas nuisi'ble 
pour ce dernier. 

15 Des solvants comme le chloroforme et I'etlianol dissou- 

dront la trioieine. On a trouve que le cltloroforme ou I'ethanol 
ou des melanges de ciilorof orme , de preference des melanges 
contenant dusqu'a environ 30}i d*etlianol, produiront une solution 
vmiforme de trioieine. 

20 Le volume de solvant utilise pour dissoudre le trigly- 

ceride est choisi de maniere que, quand la solution liquide de tri- 
glyceride est appliquee k l^excipient, le liquide sature jxiste 
la matiere solide. Si on utilise trop peu de solvant, il se pro- 
duira une distribution non-uniforme du solvant et, done, du tri- 

25 glyceride dans toiite la matiere solide. Quand la poudre est 
divisee, cela produit des portions de reactif ayant des teneurs 
variables en triglyceride. Si on utilise trop de solvant, la 
totalite de la solution, et en particulier le triglyceride qu' elle 
contient, n'impr^gnera pas la matiere solide. Si la matiere 

30 solide est mise a egoutter avant I'etape de sechage, cela conduira 
a une perte d'un peu du triglyceride; sinon, la portion du 
triglyceride contenue dans la solution qui n'impregne pas la 
matiere solide revetira la matifere solide d'une maniere non- 
uniforme. Suivant la precision requise, cbacune de ces conditions 

35 peut etre toieree, mais pour les meilleurs resultats la quantite 
de solvant utilisee doit etre choisie de maniere que la solution 
de triglyceride sature sensiblement la matiere solide. 

La quantite de triglyceride utilisee dans la solution 
est une question de ctioix. La quantite utilisee doit gtre 

^O choisie de maniere a donner la concentration desiree de tri- 
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glyc6ride pour xrn voliame dorme de la ma trice solide form6e 
quand le solvent est 6vapor6, 

Par definition, tin excipient est line substance inerte 
qui forme \xa v^hicule pour un r6actif particulier* dans ce cas le 

5 triglyceride. L' excipient choisi pour former la matrice solide selon 
la pr6sente invention doit satisfaire k trois crit^res, II ne doit 
pas se dissoudre dans le solvant choisi pour dissoudre le tri- 
glyceride* II doit se dissoudre dans le milieu dans lequel a 
lieu le titrage de la lipase. Cette dissolution est n6cessaire 

10 po\ir liberer le triglyceride dans la solution de reaction af in de 
former 1* emulsion. La solution de reaction est normalement une 
solution aqueuse qui est maintenue a un pH compris entre 8»5 envi- 
ron et 9,5 environ. Enfin, 1' excipient doit gtre inerte et non- 
d6tectal>le dans I'essai, II existe de nombreuses matieres connues 

15 de I'homme de I'art qui remplissent les conditions pour gtre uti- 
lisees comme excipients dans la presente invention. Des matieres 
courantes parmi elles sent des sucres et des alcools de sucres, 
comme le mannitol, 1' inositol, le sorbitol, le maltose, le 
dextrose, le lactose, le dextrane, et les melanges de ceux-ci. 

20 Une distribution plus uniforme du triglyceride dans la 

matrice solide sera formSe si, en plus des substances mentionnees 
ci-dessus, on utilise du polyethylene-glycol* Le prodTxit 
Garbowas® 6000 est une substance appropri6e. Cette substance 
emp§che 1 • agglomeration des gouttelettes de triglyceride dans la 

25 matrice solide et aide k produire un rev§tement uniforme de la 
solution de triglyti^ride sur la surface dB la matrices solide. la. 
polyethylfene-gTycol,toutef ois,n«est pas atsolument n^cessa-ire. 

Une f ois que le triglyceride et le solvant pour le 
triglyceride ont choisis et melanges pour former la solution 

50 d6sir6e, la solution de triglyceride et 1' excipient sont melanges 
ensemble. Cela peut s'effectuer d'un certain nombre de manieres 
connues de I'bomme de I'art. En particulier, on peut utiliser 
un meiangeur mecanique HobarlN-< On continue 1* operation de melange 
Qusqu'a ce que I'excipient soit o"^*© sature. L' excipient ssture 

35 est ens-uite seche pour evaporer le solvant utilise pour dissoudre 
le triglyceride et une matrice solide \znif ormement impregnee du 
triglyceride est formee. Le sechage peut §tre effectue d'un cer- 
tain nombre de manieres bien connues de I'bomme de I'art. En parti- 
culier, un secbage a I'air dans une botte peut §tre utilise. La 

40 matrice solide impregnee peut §tre utilisee sous la forme d'une 
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poudre ou elle peut 8tre mise sous la forme de comprim6s en uti- 
lisant des techniques classiques de formation de comprim6s . 

Comme exemple particulier de la formation de la matrice 
impregnSe de triglyceride, on melange ensemble 9^ parties de 

5 mannitol et 5 parties de Garb owaaS-^ 6000 pour former un excipient. 
On diss out 1 partie de triol6ine dans yxa melange de 50?b de chloro- 
forme et de 50?5 d'ethanol, la quantite de solvant etant choisie 
de maniere que lors du melange avec l^excipient, il se forme 
\xa melange de matifere solide j^ste saturee. Le melange de solvants 

10 contenant la trioleine est ensuite ajoutS au melange m anni tol- 

Cart) owax ®^ 6000 dans ^m m^langeur m6canique Hobar-^et m61a3ag6 pen- 
dant 30 minutes, L'excipient satvire ainsi form6 est ensuite s6clie 
pendant 60 minutes, ou gusqu'a ce que le solvant soit completement 
6vapore, dans ime liotte. Une matrice solide uniformement impr^gnee 

^5 de trioleine est formee, Cette matrice solide est sous la forme 
de poudre, Le melange impregne est ensuite mis sous la forme de 
comprimes, pour donner des comprimes d' environ 85 mg contenant 
environ 0,8? mg de trioleine pour chaque comprime, 

Un essai pour determiner I'activite de la lipase dans 

20 du serum liumain est ensuite eff ectue par une technique turhi- 
metrique cin6tique dans laquelle la vitesse de "clarification" 
de 1' emulsion de trioleins est controlee a 540 nm. Cette 
Vitesse est proper tionne lie a I'activite de la lipase de 
1' 6chantillon. On utilise du ch.lorure de calcium et des sels 

25 hiliaires comme activateurs pour la lipase. On tamponne aussi le 
systeme en utilisant du tampon tris (hydroxym^thyl) aminomethane 
("Tris") qui sert d' agent de reglage du pH (pH de 8,6 k 9,0) 
pour la solution aqaeuse de reaction. La reaction se produit 
comme suit : 

30 Acide gras litres + 

Emulsion de triol6ine C^^^i Lipase ^lyc^rides ^fj^^^ 

(trouble) pH 8,8 (25^0 (turhidite decroissante) 

Comme exemple particulier d'un dosage de lipase, on 
prepare un ensemhle de dosage contenant les reactifs suivants : 
35 Tampon Tris, pH 8,8 + 0,2; 50/Miioles 

Desoxych-olate 55 » 5 M^oles 
Chlorure de calcium 0,7 /^mole 

Trioleine 0,98/*Tnole (sous la forme de comprime 
comme d6crit ci— dessus). 
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On ajoute ces r^actife a 4,8 cm*^ d'eau et on adoiate 
ensuite a la solution 0,^0 cm^ d'6chantillon contenant tme quantite 
connue de lipase. Avec une agitation mod^r^e, 1.* excijpient dans 
le comprime se dissout et une emulsion de trioleine -est fonn6e 

5 dans la solution aqueuse de reaction. A mesure que 1 'enzyme 
lipase contenu dans I'ectiantillon reagit avec 1' Emulsion de 
trioleine, des acides gras libres et des glycerides melanges 
sont formes et \^ melange devient de plus en plus opt±quement 
transparent. La Vitesse de "clarification" de l*6mulsion de 

10 trioleine comme contr81ee a 540 nm se revele ^tre pjx)portionnelle 
k I'activite de la lipase. 

L'utilisation d*un comprim6 decrit ci«-dessus donne 
des emulsions tres reproductibles et donne une stabili^^ de 
longue dur6e au su'bstrat (au moins 12 mois). 

15 II va de soi que les modes de realisation d6crits ne 

sont que des exemples et I'on pourrait les modifier, notamment 
par substitution d' equivalents teclmiques, sans sortir pour 
cela du cadre de 1 'invention. 
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V 



HEVENDICATIOI^S 
i« Un proc6d6 poiir determiner 1' activity de la 
lipase d'un 6chantillon en faisant reagir 1' Schantillon avec \me 
fimulsion d'lm triglyceride dans une solution aqueuse de reaction 

5 et en mesuraiit la vitesse a laquelle le triglyceride est hydro- 
lyse en fragments solubles, caract^rise en ce qu*on forme cette 
Emulsion en pr6parant une matrice solide d'un excipient uniforme- 
ment impr6gn6 du triglyceride, cet excipient 6tant soluble dans 
la solution aqueuse de reaction, et en dissolvant la matrice solide 

10 de maniere a liberer le triglyceride dans la solution aqueuse 
de reaction. 

2. TSn precede selon la reve ndi cation /l , caracteris6 
en ce que le triglyceride comprend de la trioleine, 

3. Un precede selon la revendication 2, caracterise 
15 en ce que 1' excipient comprend un sucre ou un alcool de Sucre. 

^. Tin procede selon la revendication 2, caracterise en 
ce que 1' excipient comprend un sucre ou un alcool de sucre choisis 
parmi le mannitol, 1» inositol, le sorbitol, le maltose, le 
dextrose, le lactose, le dextrane, et les melanges de ceux-ci. 
20 5. Un precede selon la revendication 2, caracterise en 

ce que 1' excipient comprend en outre du polyetbylene-glycol. 

6. TJn reactif utilisable dabs ime solution aqueuse de 
reaction pour determiner 1' activite de la lipase d'tm ectiantillon, 
caracterise en ce qu'il comprend une matrice solide d'un excipient 

25 \miformement impr6gnee d*un triglyceride, cet excipient etant 
soluble dans la solution aqueuse de reaction. 

7. Tin reactif selon la revendication 6, caracterise 
en ce que 1' excipient comprend du polyethylene-glycol et un sucre 
ou un alcool de sucre choisi parmi le mannitol, 1' inositol, le 

30 sorbitol, le maltose, le dextrose, le lactose, le dextrane, et 
les melanges de ceux-ci. 

8. TJn reactif selon la revendication 6 ou 7, caracterise 
en ce que le triglyceride comprend de la trioleine* 

9« Un precede de preparation d'un reactif utilisable 
35 conjpintement avec une solution aqueuse de reaction pour determiner 
1' activite de la lipase d'un echantillon, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes qui consistent a : 

(a) former xme solution liquide d'au moins un trigly- 
ceride avec un solvant pour ce triglyceride; 
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(b) m^langer cette solution liqxiide avec une quantity 
pr6determin6e d'un exciplent qui est soluble dans la solution 
aqueuse de r6action» le vol\ame de solvant utilise pour former 
cette solution liquide 6tant choisi de maniere k substantielle- 

5 ment saturer 1' exciplent; et 

(c) evaporer le solvant pour laisser \me matrice 
solide de l*excipient impregn6e du triglyceride, la quantity de 
triglyceride utilisee pour former la solution liquide etant 
choisie de maniere a donner la concentration desir^e de tri- 

iO glyceride par rapport au poids de matrice solide. 

10. Un proc6d4 selon la revendication 9, caract6ris6 
en ce que le triglyceride comprend de la triol6ine. 

11. Un precede selon la revendication 10, caract6ris6 
en ce que le solvant comprend du cblorof orme . 

^5 12, Un precede selon la revendication 10, caracteris6 

en ce que le solvant comprend \xn melange de chloroforme et 
d methanol. 

15. Un precede selon la revendication 9» aaract6ris6 
en ce que I'excipient comprend un sucre ou un alcool de sue re, 

20 1^. Un precede selon la revendication 9, caract6rise 

en ce que I'excipient comprend un sucre ou un alcool de 
Sucre cboisis parmi le mannitol, 1' inositol, le sorbitol, le 
maltose, le dextrose, le lactose, le dextrane , et les melanges 
de ceux-ci • 

25 15, Un precede selon la revendication 1^, caracteris6 

en ce que I'excipient comprend en outre du poly ethylene -glycol. 

16. Un precede selon la revendication 9» caract6rise 
en ce que, dans I'etape (a) le triglyceride est de la trioleine 
et le solvant est du chloroforme; dans I'etape (b) , I'excipient 

30 comprend du pelyethylene-glycol et un sucre eu tin alcool de sucre 
choisis parmi le mannitol, 1' inositol, le sorbitol, le maltose, 
le dextrose, le lactose, le dextrane et les melanges de ceux-ci. 

17. Un proced§ selon I'vine quelcenque des revendica- 
tions 9 a 16, caracteris6 en ce qu'il comprend en outre I'etape 

35 consistant a mettre sous la forme de comprim^s la matrice solide 
d'excipient impregn^ de trioleine. 
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